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1- Introdugao

Este artigo faz parte do Livro “Aguas & Aguas” de minha autoria, que possui
varios capitulos exclusivamente dedicados a agua utilizada pelas industrias de
alimentos, onde sdo detalhados todos os aspectos envolvidos, bem como as
formas de tratamento para obtengdo de uma agua com caracteristicas especificas
ao seu uso.

As falhas nos procedimentos de higienizagdo permitem que os residuos
aderidos aos equipamentos e superficies transformem-se em potencial fonte de
contaminagdo. Sob determinadas condi¢cdes, os microrganismos se aderem,
interagem com as superficies e iniciam crescimento celular. Essa multiplicagado da
origem a colénias e quando a massa celular é suficiente para agregar nutrientes,
residuos e outros microrganismos, esta formado o que se denomina biofiime
(COSTERTON, MARRIE, et al., 1985; ZOTTOLA, 1994).

Biofilmes s&o complexos ecossistemas microbiologicos embebidos em uma
matriz de polimeros organicos, aderidos a uma superficie (COSTA, 1999;
CARPENTIER e CERF, 1993; SURMAN, MORTON, et al., 1996).

Os biofilmes contém particulas de proteinas, lipideos, fosfolipideos,
carboidratos, sais minerais e vitaminas, entre outros, que formam uma espécie de
crosta, debaixo da qual, os microrganismos continuam crescer, formando um
cultivo puro ou uma associagdo com outros microrganismos. No biofilme os
microrganismos estdo mais resistentes a agcdo de agentes quimicos e fisicos,
como aqueles usados no procedimento de higienizagdo (PARIZI, 1998;
MOSTELER e BISHOP, 1993).

A matriz de polimeros extracelulares (EPS) de natureza polissacaridea ou
proteica, também conhecida como glicocalix, expde-se exteriormente a membrana
externa das células Gram negativas e ao peptideoglicano das Gram positivas
(COSTERTON, MARRIE, et al., 1985), é sintetizada por polimerases, constituindo-
se em uma estrutura complexa bem hidratada (SURMAN, MORTON, et al., 1996).

Os biofilmes nas industrias, em alguns casos, podem ser benéficos. Por
exemplo, os existentes em biorreatores para a producdo de fermentados.
Bactérias que produzem &acido acético se agregam em fragmentos de madeira e
convertem diversos substratos em vinagre. Agregados microbianos também sao
usados em tratamentos aerdbios e anaerdbios de efluentes domésticos e
industriais. No processo de tratamento de agua potavel, a remogao de nitrogénio,
carbono biodegradavel e precursores de trihalometanos pode ser obtida pér
biofilmes microbianos submersos (TAKASAKI, SUDO, et al., 1992).
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Os microrganismos aderidos apresentam uma resisténcia maior a agao dos
sanificantes (MOSTELLER e BISHOP, 1993; FRANK e KOFI, 1990). Os
sanificantes utilizados na industria, em testes laboratoriais dentro das condigdes
indicadas pelos fabricantes, conseguem ser aprovados em testes como
suspenséo e diluicdo de uso, alcangando até 5 redugdes decimais (RD) apds 30
segundos de contato a 20°C. Mas em meios de cultivos, sélidos ou liquidos ndo ha
formacéo de glicocalix fundamental ao processo de ades&o, como sera visto a
seguir.

Pesquisas comprovaram que microrganismos aderidos foram entre 150 e
3000 vezes mais resistentes do que microrganismos n&o aderidos, a agdo do
acido hipocloroso, quando da acdo de monoclarinas foram de 2 a 100 vezes mais
resistentes (Le CHEVALIER, BABCOCK e LEE, 1988).

Células de L. monocytogenes nao aderidas foram eliminadas em 30
segundos de contado com o sanificante cloreto de benzalcdnio, ja células aderidas
resistiram ao mesmo sanificante de 10 a 20 minutos (FRANK e KOFI, 1990).
Outros microrganismos como Pseudomonas fluorescens e Yersinia enterocolitica,
quando na presenga de sanificantes como iodéforo e hipoclorito de soédio sofrem
uma redugao de 5 RD no teste denominado de suspensdo mas, quando estes
microrganismos estdo aderidos em borracha, teflon, os sanificantes alcangam
valores préximos de, no maximo, 3,20 RD (MOSTELLER e BISHOP, 1993).

2- Formacgao do biofilme

Existem varias teorias propostas para formacdo de biofilmes. A primeira
teoria foi descrita pér MARSHALL, STOUT, et al., (1971), ressalta que a adeséo &
um processo que ocorre em duas fases, na primeira fase, o processo € ainda
reversivel, em fungcdo do processo de adesdo do microrganismo na superficie
ocorrer por forcas de Van der Walls e atragdo eletrostatica. Na segunda etapa,
ocorre a interagcdo fisica da célula com a superficie pdér meio de material
extracelular de natureza polissacaridea ou proteica, produzida pela bactéria, que
€ denominada matriz de glicocalix, que suporta a formagdao de biofilmes. O
glicocalix é produzido apdés o processo de adesao superficial, e vai fornecer
condi¢coes de adesdo do peptideoglicano das bactérias Gram positivas e a parte
externa da membrana externa das Gram negativas (PARIZI, 1998).

Outra teoria sugere para a formagao de biofilmes, cinco etapas que
didaticamente podem ser colocadas na ordem: |) condicionamento da superficie
pela adsorgdo de material organico; ii) transportes de células e nutrientes para o
sitio de aderéncia; iii) inicia-se o processo de adesao bacteriana, ainda reversivel,
pér atracdo eletrostatica; iv) crescimento celular, colonizagdo e adeséo
irreversivel; e, v) o biofilme apresenta alta atividade metabdlica, liberacédo de
células localizadas na periferia (DUDDRIDGE e PRITCHARD, 1983;
CHARACKLIS e COOKSEY, 1983; CHARACKLIS, 1984).

A teoria proposta p6r NOTERMANS, DORMANS, et al. (1991), indica a
formacgao do biofiime em trés etapas: i) fixagcdo da bactéria; ii) consolidagdo da
bactéria na superficie; iii) a colonizagao e crescimento da bactéria. Na etapa de
consolidagao, ocorre a produgcao de material extracelular que facilita a fixagcao dos
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microrganismos, nesta fase ndo se consegue retirar as células fixadas por
rinsagem.

Varios fatores contribuem para a adesdo de uma bactéria a determinada
superficie e dependem ndo so6 da fisiologia do microrganismo mas também da
natureza do substrato (SURMAN, MORTON, et al., 1996). Segundo WICKEN
(1985), citado pér COSTA (1999), as células bacterianas, possuem carga
negativa e de potencial de hidrogénio (pH) em torno de 3; nas Gram positivas a
carga negativa é originaria dos acidos teicoicos e teicurbnicos da parede e dos
polipeptideos do glicocalix, nas Gram negativas dos lipopolissacarideos e
proteinas da membrana externa em conjunto aos polimeros do glicocalix.

3- Microrganismos envolvidos em processos de adesao

Dentre os microrganismos que podem participar de processos de adesao e
podem gerar problemas de saude publica ou de ordem econdmica, ressaltamos:
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fragi, Pseudomonas fluorescens,
Micrococcus sp e Enterococcus faecium (CRIADO, SUAREZ e FERREROS, 1994;
ANDRADE, BRIDGEMAN e ZOTTOLA, 1998; LERICHE e CARPENTIER, 1995).

Como exemplos de patogénicos podemos citar: Listeria monocytogenes,
Yersinia enterocolitica, Salmonella thyphimurium, Escherichia coli O157:H7,
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus (SURMAN, MORTON, et al., 1996;
LERICHE e CARPENTIER, 1995; SMITH e FRATAMICO, 1995).

LeCHEVALIER, BABCOCK, e LEE (1987) observaram em tubulagbes a
presenca de estruturas morfologicamente variadas incluindo bastdes e cocos em
cadeia. Além da predominancia de Arthrobacter sp, em 20% dos isolados, que
cobriam a superficies de encanamentos, outros géneros foram determinados, em
sistemas de distribuicdo de agua, como Flavobacterium, Moraxella, Acinetobacter,
Bacillus, Pseudomonas, Alcaligenes e Achromobacter.

JONES e BRADSHAW (1996), avaliaram o desenvolvimento de biofilmes
por trés membros da familia Enterobacteriaceae: Klebsiella pneumoniae cepa
fixadora de nitrogénio, Salmonella enteridis e Escherichia coli, resultando
contagem de 10° bactérias por cm? nas superficies de tubos e de vidro do reator,
apoés 24 horas.

Para se considerar um biofilme, segundo ANDRADE, BRIDGEMAN e
ZOTTOLA (1998) é necessario um nimero minimo de 10’ células aderidas por
cm?, enquanto RONNER e WONG (1993) e WIRTANEN, HUSMARK e MATTILA-
SANDHOLM (1996) consideram como biofilme um numero de células aderidas de
10° e 10 por cm?, respectivamente.

Um termo que pode melhor definir os microambientes, que ndo se
enquadram na definicado classica de biofilme, mas que apresentam risco potencial
de contaminagdo dos alimentos € “potencial de biotransferéncia” (COSTA, 1999;
HOOD e ZOTTOLA, 1997).

Em pesquisa realizada p6r PARIZI (1998), avaliou-se a adesao bacteriana
em cupons de acgo inoxidavel AISI 304, polipropileno (usado na fabricagdo de
placas para corte de carne e legumes) e policarbonato (usado na confecgao de
mamadeiras), os microrganismos utilizados foram a Listeria innocua L6a e
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Staphylococcus aureus ATCD 6538, os resultados indicam que os microrganismos
apresentam capacidade de adesao as superficies de uso rotineiro em servigos de
alimentacao hospitalar, indica ainda que, esses processos de adesdo quando nao
convenientemente controlados podem torna-se fontes de infecgéo hospitalar.

PARIZI (1998), ressalta ainda, que a avaliagdo realizada por EPF
(microscopia de epifluorescéncia), apés 10 e 12 horas, encontrou de 10° a 10°
UFC / cm?, tanto para a Listeria innocua quanto para S. aureus, independente da
superficie avaliada, e que estes valores indicam um processo de adeséao
bacteriana e ndo uma formacéao de biofilme, entende-se que, para ser considerado
um biofilme, o nimero de células aderidas deve estar entre 10° e 10" UFC / cm?,
como ja citado anteriormente, ou seja, entre 10 a 100 vezes acima dos valores
encontrados neste experimento.

Pesquisa de importancia foi realizada pér COSTA (1999), que utilizando
carreadores de acgo inox (tipo 304, n° 4), mostrou que Pseudomonas fluorescens,
com apenas 8 horas de contato, atinge valores na ordem de 10° UFC / cm? na
superficie dos carreadores.

Outro aspecto importante se refere ao fato que as células num biofilme
podem entrar em um estado de vida, nestas condi¢gbes as células sao viaveis mas
nao culturaveis (VBNC — viable-but-non-culturable). O que significa dizer que elas
nao irdo crescer num meio de cultura normalmente utilizado para sua deteccéo.
Ressalta-se a necessidade de estabelecer procedimentos de higienizagao
corretos, ou seja, um “Procedimento Operacional Padrao de Higiene (SSOP’s —
Sanitizing Standard Operating Procedures) (ARCURI, 2000).

4- Métodos de avaliagao de biofilmes

Os métodos podem ser divididos em dois grupos, os métodos visuais e
métodos néo visuais.

Como métodos visuais citamos a microscopia de contraste, de
epifluorescéncia, microscopia eletrénica de varredura (MEV) e de transmissao
(MET).

A microscopia de contraste é recomendada para acompanhar o
desenvolvimento do biofiime em tempo real, numa superficie transparente. A
microscopia de epifluorescéncia (EPF) é uma alternativa excelente na
quantificacdo de células aderidas as superficies. Para visualizar a adeséao
bacteriana, usam-se substancias fluorescentes como o alaranjado de acridina para
coloragao direta das células, ou anticorpos fluorescentes que se ligam as células,
permitindo sua observacédo (COSTA, 1999).

Com o uso do corante alaranjado de acridina, as bactérias que sao viaveis
fluorescem de laranja e as que fluorescem de verde sao inviaveis, logo, no
processo de contagem se consideram apenas as células que fluorescem laranja
ou laranja avermelhado.

A microscopia eletrbnica € mais indicada para a avaliagcdo da interacao
microbiana na matriz do biofilme. A fixacdo das amostras é realizada utilizando
agentes quimicos, como glutaraldéido, o paraformaldeido e o ésmio ou crio-
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fixadas, onde a amostra é rapidamente congelada para evitar danos as células
pelos cristais de gelo (COSTA, 1999).

Os métodos nao visuais aplicados a avaliacdo de aderéncia bacteriana e
formacao biofilmes sdo as medidas da impedancia e de bioluminescéncia.

A medida de impedancia se baseia no principio de que, ao se
metabolizarem o0s componentes presentes num meio de cultura, os
microrganismos transformam moléculas grandes em pequenas que possuem
cargas elétricas, o que leva a uma mudanga da resisténcia ou impedancia do
meio, a mudanca da condutividade pode ser medida, e o numero de
microrganismos aderidos a superficie esta relacionado com o valor obtido para a
condutividade (RULE, 1997; SILEY e FORSYTHE, 1996).

A técnica de bioluminescéncia se baseia no conteudo de ATP, trifosfato de
adenosina, que é considerada a moeda universal de energia nos sistemas
biolégicos e é gerado de modo semelhante pér todas as formas de vida na célula
bacteriana. O ATP é gerado pela oxidagdo de moléculas alimentares, tais como
glicose, acidos graxos e aminoacidos.

A quantidade de ATP em uma amostra pode ser medida pér uma reagao de
bioluminescéncia entre a luciferina e a enzima luciferase (FRANCO e LANDGRAF,
1996), cuja esquema de reacgao € representado na Figura 9.

A quantidade de luz emitida pode ser medida p6r um luminbmetro, um
fluorimetro ou um espectrofotdmetro de cintilacdo liquida. Na area de alimentos, a
contagem de microrganismos viaveis pér essa técnica sofre interferéncia do ATP
intrinseco, ou seja, aquele presente em outras células. Alimentos como carne
fresca, leite e pescado tem grande quantidade de ATP n&o microbiano, sendo
necessario que esse ATP seja eliminado, para utilizagdo do método, em geral,
utiliza-se a substancia quimica “apirase”, extraida de batata, que possui a
capacidade de hidrolisar o ATP extracelular, sem interferir no ATP microbiano, que
é intracelular (FRANCO e LANDGRAF, 1996).
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Fonte: Adaptado de FRANCO e LANDGRAF, 1996.
ATP = Trifosfato de adenosina
AMP = Monofosfato de adenosina
PP = Pirofosfato
E-LH,-AMP =Complexo luciferase-luciferina-AMP

FIGURA 9- Esquema representativo da formacdo de luz na reagdao de
bioluminescéncia.
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